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INHIBITEURS DE 1 ' ANGIOGENESE , COMPOSITIONS LES 
CONTENANT ET LEUR UTILISATION POUR LE TRAI TEMENT DES 
MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DE L 'ANGIOGENESE . 

La presente invention se rapporte au domaine du 
traitement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese telles que les cancers, 1 ' arteriosclerose et 
le diabete. L ' invention concerne des inhibiteurs de 
1' angiogenese particuliers capables d'interferer avec les 
differentes interactions de TAL-1 susceptibles d'etre 
conjugues a des vecteurs tels que des peptides, des 
particules (liposomes, nanoparticules , etc.) et des 
polymeres. L ' invention concerne egalement une composition 
pharmaceutique contenant de tels inhibiteurs et leur 
utilisation pour le traitement de maladies liees I;a 
1' angiogenese, tout particulierement pour le traitement de£ 
cancers, de 1 'arteriosclerose et du diabete. 



L' angiogenese, processus de remodelage dels 
capillaires preexistants , conduit a la formation de 
nouveaux vaisseaux [Riseau, Nature 386 ; 671 (1997)]. Dan! 
des conditions physiologiques , 1 ' angiogenese est 
etroitement regulee sous le controle d'une balance locale 
entre facteurs stimulateurs ( angiogeniques ) et inhibiteurs 
(angiostatiques). Chez l'adulte, la plupart des cellules de 
1' endothelium (plus de 99 %) sont a l'etat quiescent. En 
reponse a un signal angiogenique, les cellules 
endothelials (CEs) sortent de leur dormance et deviennent 
"activees" pour enclencher un programme d ' angiogenese . Ce 
processus complexe inclut le mouvement des CEs pour sortir 
des capillaires et leur migration vers le site 
angiogenique, leur proliferation et leur dif f erenciation 
pour former de nouveaux capillaires. 

Une deregulation de 1 ' angiogenese est observee dans 
certaines pathologies comme 1 ' arteriosclerose , le diabete 
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et les tumeurs [Carmeliet, Nat Med 6 ; 389 (2000)]- Quand 
les tumeurs atteignent une taille critique creant des 
conditions d'hypoxie, les cellules tumor ales relarguent des 
cytokines, telles que VEGF ou bFGF, connues pour initier ou 
stimuler 1 ' angiogenese . L f angiogenese, requise pour la 
croissance des tumeurs, est egalement un facteur majeur de 
propagation des cellules malignes dans l'organisme 
(metastases ) . 

En depit de progres indeniables dans la lutte contre 
certains cancers, force est de reconnaitre que globalement 
les cancers progressent et qu'ils constituent une cause 
majeure de mortalite. La decouverte de nouveaux medicaments 
constitue une des priorites de la recherche medicale . Les 
progres recent s des connaissances scientif iques sur 
1 ' angiogenese tumor ale permettent de croire que le 
traitement fonde sur 1 r anti-angiogenese offrirait une 
nouvelle modalite pour maitriser la croissance tumorale 
chez les patients atteints de cancer. 

Plusieurs strategies anti-angiogeniques ont ete 
developpees pour inhiber la fonction de facteurs 
activateurs (VEGF ou bFGF), notamment avec des anticorps 
neutralisants diriges contre la cytokine ou contre son 
recepteur, D'autres molecules anti-angiogeniques ont ete 
derivees d 1 inhibiteurs physiologiques presents dans le 
systeme hemostatique, comme le plasminogene ( angiostatine ) , 
le collagene ( endostatine ) ou encore le fibrinogene 
(alphastatine) ; ces molecules inhibent 1 ' adhesion des CEs 
a la matrice extracellulaire requise pour leur 
morphogenese . 

Une autre strategie tres peu exploree a ce jour est 
de cibler directement les evenements intracellulaires de la 
cellule endotheliale en reponse a des stimuli 
angiogeniques • Ainsi, la Demanderesse a montre que TAL-l, 
facteur de transcription de la famille basic-Helix-Loop- 
Helix (bHLH), module specif iquement la reponse angiogenique 



1 er depot 



3 

des cellules endotheliales : il controle leurs propriet.es 
de migration et stimule leur dif f erenciation en capillaires 
[Lazrak et al . , J Cell Sci sous presse (2004)]-. Les 
experiences de recombinaison homologue chez la souris ont 
demontre que le gene tal-1 est requis pour certaines etapes 
du developpement hematopoietique et vasculaire. Les 
embryons tal-1-/- ( n ' expr imant pas tal-1) presentent une 
angiogenese defectueuse dans le sac vitellin qui semble 
refleter un defaut intrinseque des cellules endotheliales 
[Visvader et al., Genes Dev 12 ; 473 (1998)]. Chez 
l'adulte, en dehors de certains progeniteurs 
hematopoietique s de la moelle osseuse, la proteine TAL-1 
est exprimee dans les petits vaisseaux en formation, mais 
pas dans 1 'endothelium mature quiescent [Kallianpur et al./ 
Blood 83 ; 1200 (1994)]; de maniere significative, un haut 
niveau d* expression de TAL-1 est observe dans la 
vasculature de tumeurs humaines [Chetty et al., J Pathol 
181 ; 311 (1997)]. TAL-1 constitue done un marqueur des CEs 
angiogeniques . De ce fait, nous avons cible TAL-1 pour 
inhiber 1 ' angiogenese . 

La Demanderesse a developpe de nouvelles molecules 
capables de bloquer specif iquement l'activite de TAL-1 dans 
les cellules endotheliales. Le motif HLH de TAL-1 est 
requis pour toutes les activites du facteur TAL-1 connues a 
ce jour : fixation a l'ADN ou interaction avec d'autres 
facteurs nucleaires notamment E4 7 ou LM0 2 [Hsu et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci 91 ; 3181 (1994) ; Vitelli et al., 
Mol Cell Biol 20 ; 5330 ( 2000 )] (Figure 1). La Demanderesse 
a developpe des inhibiteurs peptidiques capables d r entrer 
en competition avec le domaine HLH de TAL-1. Ces 
inhibiteurs peptidiques ont ete ensuite couples a des 
vecteurs peptidiques pour permettre et/ou ameliorer leur 
internalisation dans les cellules. 
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Les travaux et resultats concernant ces peptides 
vecteurs et leur utilisation comme vecteurs pour 
transporter des molecules actives ont ete decrits dans la 
demande de brevet frangais N° 97/10297 deposee le 08 
5 decembre 1997. 

Dans les sequences peptidiques rapportees ci-apres f 
les acides amines sont representes par leur code a une 
lettre, mais ils peuvent etre aussi representes par leur 
10 code a trois lettres selon la nomenclature ci-dessous. 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


lie 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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La presente invention a done pour objet un inhibiteur 
peptidique capable d'interferer avec le domaine HLH de TAL- 
1, comprenant au moins 10 acides amines success if s et, de 
preference,, au moins 15 acides amines successifs du domaine. 
HLH de TAL-1 de sequence : 

Q QN VNGAF AELRKL IPTHPPDKKL S KNE ILRL AMK Y I NFLA 
correspondant a la SEQ ID No . 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence Equivalence . 

Par « sequence equivalence » r on entend la sequence 
d'un variant connu du domaine HLH de TAL-1 mais aussi une 
sequence presentant un ou plusieurs substitutions , 
deletions et/ou additions d' acides amines par rapport a la 
sequence SEQ ID No. 1, lesdites substitutions f deletions 
et/ou additions d r acides amines ne modifiant pas les 
activites du facteur TAL-1 ainsi obtenu comme sa fixation a . i; 
1'ADN ou son interaction avec d'autres facteurs nucleaires • 
notamment E47 ou LMO 2. L ' homme du metier connait 
differentes techniques pour verifier les activites du ''<• 
facteur de transcription TAL-1 ainsi obtenu. De plus, dans t\ 
le cadre de la presente invention, on entend par « sequence 
equivalent », des peptides qui presentent une modification 
post-traductionnelle et/ou une modification chimique en 
particulier une glycosylation , une amidation, une 
acylation, une acetylation, une methylation ainsi que les 
peptides qui portent un groupement protecteur. Les derives 
des peptides de 1 ' invention peuvent egalement etre ceux 
dont un ou plusieurs acides amines sont des enantiomeres , 
des diastereoisomeres, des acides amines naturels de 
conformation D, des acides amines rares notamment 
1 'hydroxyproline , 1 ' hydroxy lysine, 1 ' allo-hydroxylysine , la 
6-N-methy lysine, la N-ethylglycine , la N~methylglycine , la 
N-ethylasparagine, l'allo-isoleucine, la N- 
methyli so leucine , la N-methylvaline , la pyroglutamine , 
1'acide aminobutyrique et les acides amines synthetiques 
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notamment l f ornithine r la norleucine f la norvaline, la 
cyclohexyl-alanine et les omega-acides amines. Les derives 
couvrent egalement les retropep tides et les retro- 
inversopeptides r de meme que les peptides dont la chaine 
laterale d'un ou plusieurs des acides amines est substitute 
par des groupements qui ne modifient pas 1 ' activite 
antimicrobienne des peptides de 1' invention. 

De preference r 1'inhibiteur peptidique objet de la 
presente invention est - - ehoisi- - parmi le eompose 1 de 
sequence : QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA ( SEQ 
ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe ) r le compose 
2 de sequence : VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 
dans la liste de sequences en annexe) et le compose 3 de 
sequence : PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No . 3 dans la 
liste de sequences en annexe) ou une sequence equivalente 
auxdites sequences. Ainsi, 1'inhibiteur de la presente 
invention comprend une sequence choisie parmi les sequences 
suivantes : 

- QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe), 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No . 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

-PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No . 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence equivalente auxdites sequences. 

Dans une forme de mise en ceuvre preferee r 
l'inhibiteur peptidique objet de la presente invention est 
associe a un vecteur. De fagon avantageuse, ce vecteur est 
capable d f augmenter le transport dudit inhibiteur dans les 
cellules et organes cibles. 

L ' homme du metier connait differents types de 
vecteurs peptidiques utilisables dans le cadre de la 
presente invention. Ainsi, a titre d'exemples et de fagon 
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non-limitative; le vecteur est choisi, parmi le groupe 
comprenant : 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 
tachyplesines [brevet frangais N° 97/10297] , 

- un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
proteine Tat de HIV-1 [Fawell et al., Proc. Natl. Acad. Sci 
91 ; 664 ( 1994) ; Schwarze et al., Science 285 ; 1569 
(1999)] et les domaines de transduction derives de la 
troisieme helice d' Antennapedia [Derossi et al., J. Biol. 
Chem 269, 10444 (1994) ; Brevet US 5888762). 

- des particules comme les liposomes [Dass and. 
Su.(2001) Drug Deliv. 8:191-213] ou des nanoparticules 
[P any am and Labhasetwar (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:329- 
47 ; Douglas et al. (1987) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 
3:233-61] , 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol (PEG) 
[Greenwald et al. (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:217-50]. 

L' invention envisage tout particulierement comme 
peptide lineaire derive de Protegrines, un peptide qui 
repond a la formule (I) suivante : 

BX(X ou BJBXXXXBBBXXXXXXB (I) 

et comme peptide lineaire derive de Tachyplesines, un 
peptide qui repond a la formule (II) suivante : 
(B ou XJXXXBXXXBXXXXBBXB (II), 
dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 
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les groupes X, identigues ou differents, 
represented un residu d'acide amine aliphatique ou 
aroma tique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

La presente invention concerne egalement 
1 'utilisation d'un vecteur tel que defini precedemment pour 
vectoriser dans les cellules, les tissus et/ou les organes 
-un inhibiteur peptidique tel que defini precedemment. 

La liaison entre 1 ' inhibiteur peptidique de Tal-1 
capable d'interferer avec les differentes interactions de 
TAL-1 et du vecteur est choisie parmi une liaison 
covalente, une liaison hydrophobe, une liaison ionigue, une 
liaison clivable ou une liaison non clivable dans les 
milieux physiologigues ou a l'interieur des cellules. 

Cette liaison peut etre directe ou indirecte par 
1' intermediate d'un bras de liaison (linker) et effectuee 
au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement present ou 
introduit soit sur le vecteur, soit sur 1 ' inhibiteur , soit 
sur les deux. Ce bras de liaison, s'il est present, doit 
etre acceptable compte tenu de la nature chimique et de 
1'encombrement tant du vecteur que de 1 ' inhibiteur . On peut 
citer, a titre d'exemple et de fagon non-limitative, des 
linkers contenant des groupements alkyle, aryle, aralkyle 
ou peptidique, des esters, aldehydes ou acides d' alkyle, 
aryle ou aralkyle, des groupements anhydrides, 
sulfhydriles, ou carboxyles tels que les derives de 1'acide 
maleymil benzoxque, de 1'acide maleymil propionique et des 
derives succynimidyle, des groupes derives du bromure ou 
chlorure de cyanogene, carbonyldiimidazole, des esters de 
succinimide ou des halogenures sulphoniques . 

Comme groupes fonctionnels, on peut citer : -OH, -SH, 
-COOH, ou -NH 2 . Ainsi, 1' inhibiteur peut etre lie par des 
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liaisons covalentes au niveau des extremites N-terminale ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaxnes laterales du 
peptide vecteur . 

Un type de liaison prefere entre l'inhibiteur de 
l'angiogenese et le vecteur impligue au moins un pont 
dissulfure. 

De fagon particulierement avantageuse, l'inhibiteur 
de la presente invention est choisi parmi les deux composes 
suivants : 

- compose 4 : 

^ S ~ S f{- A WSFRVSYRGISVRRS R-coch 

" J QNVNGAFAELRKLrPTHPPDKKLSKNEtLRLAMKY >N^ A— NH a 

- compose 5 : 



^ S ~ S h R R LSYSRRR F — NK, 

„ JyH-Q QNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEJ LRLAMKYINFL A-NH, 



La presente invention concerne egalement une 
composition pharmaceutique comprenant come principe actif 
au moins un inhibiteur peptidique tel que defini 
precedemment, avantageusement associe dans ladite 
composition a un vehicule acceptable. 

De preference, ladite composition pharmaceutique se 
presente sous une forme appropriee pour une administration 
par voie parenterale, par voie orale, par voie rectale, par 
voie nasale, par voie transdermique , par voie pulmonaire ou 
par voie centrale. Par « vehicule », on entend selon la 
presente invention, toute substance qui est ajoutee a 
l'inhibiteur de 1 ' invention pour favoriser son transport, 
eviter sa degradation substantielle dans ladite composition 
et preserver ses proprietes inhibitrices . Le vehicule est 
choisi en fonction du type d' application liste ci-dessus de 
la composition. 
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La presente invention a aussi pour objet une methode 
de traitement des maladies liees a une deregulation de 
I'angiogenese comme les cancers, 1 ' arteriosclerose et le 
5 diabete, consistant a administrer a un sujet soufrant d'une 

telle maladie une quantite efficace d f un inhibiteur ou 
d'une composition tels que decrits precedemment. 

L'invention concerne encore 1 ' utilisation d'un 

.10 inhibiteur __■ ou .d.'une... composition ..tels .que- decrits - 

precedemment pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies liees a I'angiogenese, et plus 
particulierement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese , et de preference au traitement des cancers, 
15 de 1 ' arteriosclerose et du diabete . 

D f autres avantages et caracteristiques de 1' invention 
apparaitront a la lecture des examples qui suivent 
concernant la preparation d'un compose constitue d'un 
20 inhibiteur de TAL-1 et d f un peptide vecteur. II sera fait 

reference aux des sins en annexe dans lesquels : 

la figure 1 represente schematiquement la 
representation du dimere HLH . 

- la figure 2 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
25 de TAL-1 et E47 in vitro par les differents inhibiteurs . 

- la figure 3 illustre 1 ' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par 1 ' inhibiteur couple a un 
peptide vecteur 7 

- la figure 4 illustre I'effet des composes sur la 
30 survie des cellules endotheliales HUVEC . 

I - Synthese Chimicrue . 

1 ) Synthese des inhibiteurs de TAL-1 libres et 



vectorises 
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Les peptides ont ete assembles sur phase solide selon 
une strategie Foc/tu, clives et deproteges par l'acide 
trif luoroacetique,. puis purifies par chromatographic haute 
pression preparative en phase inverse et lyophilises. leur 
purete (>95%) et leur identite ont ete confirmees par HPLC 
analytique et par spectrometrie de masse. Sequence des 
peptides : SynB3 (H-RRLSYSRRRF-NH2 ; 1394.8 Da, SEQ ID No. 
7 dans la liste de sequences en annexe), SynB4 (H- 
AWSFRVSYRGISYRRSR-NH2 ; 2145,1 Da, SEQ ID No. 6 dans la 
liste de sequences en annexe), Tal-HLH (H- 
QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA-NH2, SEQ ID No. 1 
dans la liste de sequences en annexe) 

2 ) Couplage des inhibiteurs sur les peptides 
vecteurs . v 

Activation des vecteurs ; Les peptides vecteurs SynB3 
et SynB4 ont ete traites par SPDP (N-Succinimidyl 3- (2- 
Pyr idylthio ) propionate ) dans Dimethy If ormamide ( DMF ) en 
presence de DIEA ( Diisopropylethylamine ) . Les peptides " 
resultants ( 2-Pyridylthio)propionyl~SynB3 (15 91.8 Da) et % 
(2-Pyridylthio)propionyl-SynB4 (2342.1 Da) ont ete purifies 
par HPLC et lyophilises. 

Preparation des conjugues ; Chaque peptide vecteur 
active ( 2 -Pyridy lthio ) propiony 1-SynBx ( leq) a ete 
solubilise avec C-TalHLH (leq) dans DMF, en presence de 
DIEA de fagon a former un pont dissulfure entre la chaine 
laterale de la Cysteine de C-TalHLH (compose Tal-HLH 
synthetise avec une cysteine en plus) et le 3-Mercapto- 
propionate porte par le vecteur. Les conjugues resultants 
( Tal-HLH-SynB3 ; 6303 Da et Tal-HLH- SynB4 ; 7052.6 Da) ont 
ete precipites par addition d' ether, puis purifies par HPLC 
et lyophilises. Le controle de qualite par HPLC analytique 
a 22 0 nm et par spectrometrie de masse MALDI-TOF a confirme 
les masses molaires et a determine une purete superieure a 
96%. 
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II - Composes -testes . 

lies composes testes sont presentes dans le tableau 1 
ci-apres . 

5 Tableau 1 



Compose 


Nom 


Sequence 


1 


Tal-HLH 


QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No, 1 dans la liste de sequences en annexe) 


2 


Tal-hel Irb 


VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI 
(SEQ ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) 


3 


Tal-hel 2b 


PTHPPDKKLSKNEBLRLAMKYINFLA 

(SEQ ID No. 3 dans la liste de sequences en annexe) 


4 


TalHLH- 
SynB4 


s _ s -^\^-„— A WSFRVSYHGISYRRS R — coon j 

N ^Y-^~° QNVNGAPAELR KLIPTHPPDKKLSKNE [ LRLAMKY 1 NFL A — NH, 
o 

(SEQ ID No. 4 dans la liste de sequences en annexe) 


5 


TalHLH- 
SynB3 


« 

H 1^"° <*NVNGAFAELRKL 1 PTHPPDKKLSKNE 1 LRLAMKY I NFL A-NH, 

(SEQ ID No. 5 dans la liste de sequence en annexe) 


6 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 

(SEQ ID No. 6 dans la liste de sequence en annexe) 


7 


SynB3 


RRLSYSRRRF 

(SEQ ID No. 7 dans la liste de sequence en annexe) 



1 ) Test de traduction/ imiuunoprecipitat ion . 

Les deux proteines TAL-1 et E4 7 sont co-traduites In 
vitro en utilisant des plasmides permettant la 
transcription et la traduction des sequences codantes dans 
le systeme TNT-T7-coupled Reticulocyte Lysate, selon les 
conditions proposees par le fournisseur (Promega), La 
traduction est realisee en presence de methionine S 35 , avec 
addition ou non de peptides dissous dans une solution 
d'uree 2M. Une aliquote (1 jjl) de chaque traduction est 
controlee par electrophorese et autoradiographie du gel ; 
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1' addition de peptide jusqu'a 0.7 jug dans le lysat de 
reticulocyte (volume final 25 fjl) n'affecte pas 
l'efficacite de la traduction des deux proteines. 

Apres une incubation de 3 0 min a 3 7°C, les produits 
de traduction sont immunoprecipites par un melange 
d'anticorps monoclonaux anti-TAL-1 (BTL 73 + 2TL 136 ; 
[Pulford et al., Blood 85 ; 675 (1995)] )puis analyses par 
electrophorese et autoradiographie du gel. On quantifie 
1 1 interaction TAL-1-E47 pour chaque point en calculant le 
ratio E47/TAL-1 obtenu d'apres le scan de 
1 ' autoradiographie ; 1 1 intensite de la bande correspondant 
a TAL-1 sert ici de normalisation dans tous les puits. 
Ii 1 interaction en absence de peptide est arbitrairement 
etablie a 100 %. 

2 ) Test de cytotoxicity . 

Les cellules hematopoxetiques K562 ont ete obtenues 
commercialement aupres de l'ATCC. Les cellules sont 
ensemencees a environ 10 4 cellules par puits f 24 h avant 
1' addition des produits. Elles sont alors a 60-80% de 
confluence le jour de 1 ' experience . Les cellules sont 
maintenues en culture a 37°C dans une atmosphere a 95% 
d'humidite et 5% de C0 2 dans un milieu OptiMem® . 

Les cellules sont incubees soit avec les composes a 
des concentrations croissantes pendant 48 heures. A la fin 
du temps de culture, le MTT ( 3- ( 4 , 5-dimethylthiazole~2--yl ) ~ 
2, 5-diphenyltetrasolium bromure) est rajoute dans les puits 
et les plaques de culture sont ensuite incubees pendant 4 
heures dans 1'etuve. Le depot cristallin de formazan 
resultant est alors dissous par addition de 200 jul de 
DMF/SDS. La densite optique (DO) est mesuree a 55 0 nm 
(reference 63 0 nm) en utilisant un lecteur de microplaques . 

La representation graphique des pourcentages de DO 
des puits traites en fonction de la concentration de 
produits permet de determiner la DL 50 . Celle-oi correspond 
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a la concentration du produit inhibant 50% de la 
croissance. 

3 ) Test de survie des cellules endotheliales . 

Les cellules endotheliales humaines derivees de la 
veine du cordon ombilical, HUVEC, (Clonetics) sont 
cultivees sur boites coatees avec de la gelatine dans du 
milieu EBM-2 complet (Clonetics) supplements de 10 % de 
serum de veau foetal de complements . Les cellules sont 
- utilisees entre les passages 3- et 5. Les- cellules ECV 304 
(obtenues aupres de l'ATCC) sont cultivees en DMEM avec 10 
% de serum de veau festal decomplemente • 

Les cellules sont decollees a la trypsine et 
suspendues dans un milieu sans serum (OptiMEM, Invitrogen) . 
Environ 8 10 3 cellules dans 2 00 pil sont incubees pendant 2 0 
min en presence de differentes concentrations de peptides, 
centrifugees, puis ensemencees en milieu EBM2 complet dans 
des puits (plaque 48 puits) coates avec du collagene I. 
Apres 24 heures dans l'etuve, la survie cellulaire est 
estimee par un test MTT, realise selon les recommandations 
du fournisseur (Sigma) • 

III — Resultats a 

1) Effet des peptides inhibiteurs sur 1 ' interaction 
de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons choisi de tester si les composes decrits 
dans le Tableau 1 (Composes 1, 2 et 3 ) pouvaient affecter 
la formation des hetero dimeres TAL-1-E4 7, mediee par le 
domaine HLH des deux proteines . Le compose 1 contient tout 
le domaine HLH de TAL-1 soit I'helice 1~ boucle-helice 2 ; 
le compose 2 comprend la region basique et l'helice 1 ; le 
compose 3 contient la boucle et I'helice 2 (voir figure 1). 

Nous avons utilise un test de co-immunoprecipitation 
de TAL-1 et E4 7 traduites In vitro par des anticorps 
diriges contre 1'une des proteines. 



1er depot 



15 

Nos experiences montrent que le compose Tal-HLH 
entier (compose 1) inhibe efficacement 1 ' interaction de 
TAL-1 avec E47 et de fagon dose-dependant e (50 a 60% 
d'inhibition avec 0.2 jug ? 90 a 100% avec 0.5 jjg) (Figure 2 
A et B). Les deux autres peptides inhibiteurs (composes 2 
et 3) ont un plus faible pouvoir inhibiteur ne depassant 
pas 50% dans les plus fortes concentrations (Figure 2A) . 
Nous avons done choisi d'utiliser le peptide inhibiteur 
Tal-HLH (compose 1) pour la suite des experiences. 

2 ) Effet des peptides inhibiteurs couples avec des 
peptides vecteurs sur 1 ' interaction de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons voulu savoir si la vectorisation ou le 
couplage du peptide inhibiteur Tal-HLH ne modifiait pas son 
effet inhibiteur sur 1 ' interaction de TAL-1 in vitro avec; 
E4 7. L' inhibiteur a ete couple a deux peptides vecteurs?' 
(SynB3 et SynB4 ) via une liaison dissulfure (composes 5 et* 
4, respectivement ) . Ces deux peptides vecteurs ont la 
propriete d'augmenter le transport des molecules a traverse 
les membranes cellulaires. Les resultats presentes dans la 
figure 3 confirment que la vectorisation du peptide^ 
inhibiteur Tal-HLH ne modifie pas son effet inhibiteur. De 
maniere interessante, 1' inhibiteur couple au vecteur SynB3 
(compose 5) s'est revele plus actif que 1' inhibiteur Tal- 
HLH (compose 1). 

3 ) Effet des peptides inhibiteurs couples sur les 
cellules hematopoietiques . 

Dans un premier temps, 1' effet de 1' inhibiteur 
vectorise a ete etudie sur une lignee hematopoietigue 
(K562) dont la survie requiert l'activite de TAL-1. La 
lignee hematopoietique T (H9) a ete utilisee comme controle 
car sa croissance est independante de TAL-1. Ces deux 
lignees leucemiques peuvent survivre plusieurs jours en 
l r absence de facteurs de croissance, ce qui permet de 
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-tester l r effet des peptides dans un milieu depourvu de 
serum. 

Comme attendu, aucune difference significative n'a 
ete observee dans les cellules H9 ( TAL-l negative) , selon 
que le peptide Tal-HLH est vectorise ou non (resultats non 
montres) . Par contre, le peptide Tal-HLH a un effet 
cytotoxique plus eleve sur les cellules K562 (necessitant 
l'activite de TAL-l) lorsqu'il est vectorise (Tableau 2). 
En effet la DL5 0 r qui correspond a la concentration du 
produit inhibant - 50 % - de la- croissance r est- deux f ois plus 
faible pour 1'inhibiteur vectorise (compose 4) que pour 
1'inhibiteur seul (compose 1). 



Tableau 2 



Compose 


nom 


DL 50 (mM) 


Compose 1 


Tal-HLH 


11.5 


Compose 4 


TalHLH-SynB4 


5.7 


Compose 6 


SynB4 


12.3 



Ces resultats constituent une premiere validation que 
le peptide Tal-HLH vectorise (Compose 4) est capable 
d'inhiber specif iquement 1 ' activite de TAL-l dans les 
cellules. 

4 ) Effet des peptides inhibiteurs couples sur la 
survie des cellules endotheliales « 

Nous avons egalement etudie les effets de 
1 ' inhibiteur libre et vectorise sur la survie des cellules 
endotheliales. La figure 4 montre que le compose 1 n'a 
aucun effet sur la survie des cellules HUVEC. Par contre, 
une fois couple (composes 4 et 5 ) il affecte specif iquement 
la survie des cellules HUVEC s et de fagon dose-dependante. 
Le couplage du produit par un peptide vecteur etait 
important pour avoir un effet sur la survie car 1' addition 
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simultanee de 1 ' inhibiteur et du peptide vecteur non- 
couples n'avait aucun effet* Dans les cellules ECV 3 04 r 
utilisees comme controle negatif, les composes ont induit 
une toxicite cellulaire non specif ique qu'ils soient 
couples ou non-couples (resultats non naontres ) . 

Ces experiences demontrent 1'effet specif ique de 
1 ' inhibiteur de TAL-1 lorsqu'il penetre dans les cellules 
endotheliales grace au vecteur peptidique. 
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REVINDICATIONS 
1) Inhibit eur peptidique capable d' inter ferer avec le 
domaine HLH de TAL-1 r comprenant au mo ins 10 acides amines 
successif s et, de preference, au moins 15 acides amines 
successif s du domaine HLH de TAL-1 de sequence : 
Q QNVNGAF AELRKL I PTHP P DKKL S KNE I LRL AMK Y INFL A ' 
correspondant a la SEQ ID No, 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalente. 



2) Inhibiteur peptidique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence choisie 
parmi les sequences suivantes : 

- QQNVNGAF AELRKL IPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA ( SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe ) r 

-VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No » 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

- PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No . 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence equivalente auxdites sequences ♦ 

3) Inhibiteur peptidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2 , caracterise en ce qu'il est associe 
a un vecteur. 

4) Inhibiteur peptidique selon la revendication 3, 
caracterise en ce que ledit vecteur est choisi, parmi le 
groupe comprenant ; 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 
tachyplesines , 

- un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
proteine Tat de HIV-1 et les domaines de transduction 
derives de la troisieme helice d' Antennapedia, 
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RE VEND I CATIONS 

1) Molecule peptidique capable d' interf erer avec le 
doraaine HLH de TAL-1, comprenant au mo ins 10 acides amines 
successifs et , de preference, au moins 15 acides amines 
successifs du domaine HLH de TAL-1 de sequence : 

QQNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLS KNE I LRLAMKY INFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalents . 

2) Molecule peptidique selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce qu ' e 1 1 e comprend une sequence choisie 
parmi les sequences suivantes : 

- QQN VNG AF AE LRKL I P TH P PD KKL S KNE I LRLAMKY I N FL A (SEQ ID 
No* 1 dans la liste de sequences en annexe) , Iif 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans 1# 
liste de sequences en annexe) et - 

- PTHPPDKKLS KNE I LRLAMKY IN FLA (SEQ ID No. 3 dans la 1 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence equivalente auxdites sequences . ^ 

3) Molecule peptidique selon 1 ' une quelconque des 
revendicat ions 1 ou 2 , caracterisee en ce qu'elle est 
associee a un vecteur. 

4) Molecule peptidique selon la revendicat ion 3, 
caracterisee en ce que ledit vecteur est choisi , parmi le 
groupe comprenant : 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 
tachyplesines , 

un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaine s de transduction de la 
proteine Tat de HIV-1 et les domaines de transduction 
derives de la troisieme helice d' Antennapedia, 
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Modifiee le 14/05/j 



- des particules comme les liposomes, 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol 

(PEG) . 

5) Inhibiteur peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 3 ou 4, caracterise en ce que ledit vecteur 
est un peptide lineaire derive de Protegrines, repondant a 
la formule (I) suivante : 

BX(X ou B ) BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

un peptide ~ lineaire - derive de Tachyplesines " " ' 

repondant a la formule (II) suivante : 
(B ou X ) XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 
dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

6) Inhibiteur peptidique selon l'une quelconque des 
revendications 3 a 5, caracterise en ce que la liaison 
entre ledit inhibiteur et ledit vecteur est choisie parmi 
une liaison covalente, une liaison hydrophobe, une liaison 
ionique, une liaison clivable ou une liaison non clivable 
dans les milieux physiologiques ou a l'interieur des 
cellules . 

7) Inhibiteur peptidique selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par 1 f intermediaire d'un bras de liaison (linker) 
et effectuee au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement 
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- des particules comme les liposomes, 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol 

(PEG) . 

5) Molecule peptidique selon 1 ' une quelconque des 
revendications 3 ou 4 , caracterisee en ce que ledit vecteur 
est un peptide lineaire derive de Protegrines , repondant a 
la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

ou un peptide lineaire derive de Tachyplesines , 
repondant a la formule (II) suivante : 

(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 

dans lesquelles : 

les groupes B , identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine dont la chain! 
laterale porte un groupement foasique, et 

les groupes X, identiques ou differents;^ 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au mo ins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II) . 

6) Molecule peptidique selon 1 ' une quelconque des 
revendications 3 a 5, caracterisee en ce que la liaison 
entre ladite molecule et ledit vecteur est choisie parmi 
une liaison covalente, une liaison hydrophobe, une liaison 
ionique, une liaison clivable ou une liaison non clivable 
dans les milieux physiologiques ou a 1 7 interieur des 
cellules . 

7) Molecule peptidique selon la revendicat ion 6, 
caracterisee en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par 1 ' intermediaire d' un bras de liaison (linker) 
et effectuee au moyen d'un groupe fonctionnel nature llement 
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present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur 
1 ' inhibiteur, soit sur les deux. 

8) Inhibiteur peptidique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 
choisi parmi les deux composes suivants : 

- compose 4 : 



9) Composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins un inhibiteur selon l'une 
quelconque des revendications precedentes, avantageusement 
associe dans ladite composition a un vehicule acceptable. 

10) Composition pharmaceutique selon la revendication 
9, caracterisee en ce qu'elle se presente sous une forme 
appropriee pour une administration par voie parenterals, 
par voie oraie, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique, par voie pulmonaire ou par voie centrale. 

11) Utilisation d ' un inhibiteur selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8 , ou d'une composition 
selon l'une quelconque des revendications 9 ou 10, pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, au 
traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 



D 




E { LRLAMKY ( NFL A— nh, 
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present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur 
1' inhibit eur, soit sur les deux. 

8) 'Molecule peptidique selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les deux composes suivants : 

- compose 4 : 

.S—S-^^^N— A WSFRVSYRG I SYRRS R—cooh 
n JL^H-Q QNVNGAFAELRKLI PTHPPDKKLSKNEI LRLAMKY 1 NFL A NH, 

o 

- compose 5 : 

.s— s-^^^N— R R LSYSRRR F — NH, 
^Lj\-Q QNVNGAFAELRKLI PTHPPDKKLSKNEI LRLAMKY ] NFL A-nH 2 

N iT 



9) Composition pharmaceut ique cotnprenant comme 
principe act if au mo ins une molecule peptidique selon 1 ' une 
quelconque des revendications precedentes, avant ageusement 
15 associee dans ladite composition a un vehicule acceptable . :; 



10) Composition pharmaceut ique selon la revendication 
9, caracterisee en ce qu ' elle se presente sous une forme 
appropriee pour • une administration par voie parenterale, 

20 par voie orale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 

transdermique , par voie pulmonaire ou par voie centrale , 

11) Utilisation d' une molecule peptidique selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 8, ou d'une composition 

25 selon I 7 une quelconque des revendications 9 ou 10, pour la 

preparation d'un medicament destine au traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, au 
traitement des cancers, de 1 7 arteriosclerose et du diabete. 



regue le 26/05/04 



20 

present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur la 
molecule peptidique, soit sur les deux. 

8) Molecule peptidique selon 1 1 une quelconque des 
revendi cat ions precedentes, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les deux composes suivants : 

- compose 4 : 

■s— s'^^^«— A WSFRVSYRG 1 SYRRS R — coon 

N-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKUSKNE J LRLAMKYINFL A* - NH, 

- compose 5 : 

• .s— s^>-^ -N — R R LSYSRRR F — NH 2 ' . 

N Y QNVWGAFAELRKLJPTHPPDKKLSKN61 LRLAMKY f WFL A-nh, 

o 

9) ' Composition pharmaceut ique comprenant coram e 
principe actif au mo ins une molecule peptidique selon .1 Tune 
quelconque des revendicat ions precedentes, avantageusement 
associee dans ladite composition a un vehicule acceptable. 

10) Composition pharmaceut ique selon la revendicat ion 
9, caracterisee en ce qu'elle se presente sous une forme 
appropriee pour une administration par voie parenterale, 
par voie orale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique, par voie pulmonaire ou par voie centrale. 

11) Utilisation d'une molecule peptidique selon 1'une 
quelconque des revendicat ions 1 a 8, ou d'une composition 
selon l'une quelconque des revendi cations 9 ou 10, pour la 
preparation d' un medicament destine au traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, au 
traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 
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Figure 1 
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Figure 2 



Compose: 
E47 — 

TAL-i rz 



0,2 
2 3 



0,5 g-TAL 
3 E47 TAL 





1 * * ' ' 











Ratio E47/TAJL-1 (%) 100 42 100 87 13,5 73 62 Te - Te+ 



Compose 1 0 0,2 0,2 0,3 0,3 




0 0,4 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 



1 ~ * 



Ratio E47/TAL-1 (%) 100 32 37 16 17 Te+ Te- 100 20 14 8 6 6 
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Figure 3 



Compose 
E47 - 

TAL = 

ratio E47/TAL (%) 




100 19 13 20 
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Figure 4 



□ 0,l|xM El 0,2y,M □ 0,3 ptM M 0,4^M ■ 0,5fxM 




Compose Compose 7 Compose 6 

05 , 




Composes 1+ Composes 1-^ Compose 5 Compose 4 
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SEQUENCE LISTING 

<110> SYNT:EM 



<120> Inhibiteurs de 1 ' angiogenese, compositions les contenant et leur 
"angL a ginLr Ur ^ 1±*«- * una ^LS™^ 

<130> 35713/FR 

<140> FR04/XXXXX 
<141> 2004-02-02 

<160> 7 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 41 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (41) 

<223> Domaine HLH de TAL-1 (helice l-boucle-helice-2) 

«. * 

<400> 1 

Gin Gin Asn Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu He Pro 
5 10 15 

Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu He Leu Arg Leu 



30 



Ala Met Lys Tyr He Asn Phe Leu Ala 
35 40 



<210> 2 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (28) 

<223> HLH a de e TALT S " ^ ^ r§gi ° n baS±qUe St de 1,h - lice 1 *- d-aine 



<400> 2 



Val Arg Arg He Phe Thr Asn Ser Arg Glu Arg Trp Arg Gin Gin Asn 



10 



15 



Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu He 



ler depot 

2 



20 25 



<210> 3 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (26) 

<223> Domaine compose de la boucle et de l'helice 2 du domaine HLH de T 
AL-1 



<400> 3 

Pro Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu lie Leu Arg 
15 10 15 



Leu Ala Met Lys Tyr lie Asn Phe Leu Ala 

20 25 



<210> 4 
<400> 4 
000 



<210> 5 
<400> 5 
000 



<210> 6 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (17) 

<223> SynB4 



<400> 6 

Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly lie Ser Tyr Arg Arg Ser 
15 10 15 



Arg 



<210> 7 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 



<220> 



1er depot 



- 3' 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(10) 
<223> SynB3 



<400> 7 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
1 5 10 
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. TRAITEMENT DES MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DEiL'ANGIOGENESE 
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n Nom 


IMATH1E1J 


N Prerioms; " , M 


Danielc 


•' ; - i: Adresse . 




B 1 Sliuleviird de iaiironde^; ; i 






Code postal et infe 
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§3 NorhV 




TEMSAMANI . 


. Prenoms 
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iGofJe postal etyille ^H]:, ; ; • 


13 |0 |9 f 0 f0{ NIMES ' 1 
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